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論 文 内 容 要 旨
生体防御機構 の一っ と しての免疫 系 は,個 体 の存続 を脅かす微生物 やウイルス感染,異 物の進入 に対抗
す る重要 な役割を担 って いる。免疫 系の作 用メカニズムには,抗 体 や補体が重要な役割を果たす体液性免
疫 と,標 的細胞 とエフェクター細胞 の直接 的な相互作用 による細胞性免疫が知 られて いる。T細 胞の中で
もcytotoxicTlymphocytes(CTL)は 細胞性免疫 における主要なエフェクター細胞であり,一 方,CD4÷
ヘルパ ーT細 胞(Th細 胞)は 体液性免疫,細 胞性免疫 の双方 の活性化を制御 してい る。 本研 究 は,CTL
およびlymphokine-activatedkiler(LAK)細 胞 の標的細胞傷害機構,Th細 胞 か ら産生 され るサ イ ト
カイ ンとマ ウス系統差 との関連性,な らびにTh細 胞 の移入 によ る免疫学的体質 の外部か らの制御 に関 し
て解析 を行 った ものであ る。
第1章LAK細 胞 の細胞傷害活性 におけるフォルボールエステル感受性proteinkinaseC(PKC)ア イ
ソ フォームの役割
CTLに よる細胞傷害作用 には複数 の メカニズムが知 られて いる。それ はperforin等 の細 胞傷 害 エ フ ェ
クター分 子の放出であ り,ま たCTLの 発現 するFasligand(FasL)と 標 的細胞 のFas抗 原 との相 互作
用 に よるアポ トー シスの誘導 であ る。 これ らのメカニズムを介す る細胞傷 害活性 の発現 に はPKICの 関与
が必要 であ ることが報告 されてい る。現在PKCに は11種 以上の アイソフォー ムが知 られてお り,そ の う
ちphorbolesterに 感受性 のPK:Cア イ ソフォー ムは,細 胞をphorbo112-lnyristate-13-acetate(PMA)
で長時間処理す る ことで消失す る。 この現象を利用 して,2つ の細胞傷害 メカニズムに対 す るPKCア イ
ソフォームの関与 にっ いて検討 した。
C57BL/6マ ウス脾細胞 をIL-2(2000U/m1)存 在下 で4日 間培 養 す る ことに よ り誘 導 したLAK
細胞 は,標 的癌細胞 に対す る強 い傷害活性を持 っていたが,あ らか じめPMAで24時 間処理す る とその細
胞傷害活性 は大 き く減弱 し,細 胞傷害 エフェクター分子放 出の指標であ るserineesterase(SE)放 出 も
消失 した。 この様 な細胞傷害活性 お よびSE放 出の抑制 はPKC阻 害薬で あ るGF109203Xに よ って も引
き起 こされる ことか ら,こ れ らの現象 に対 す るPKCの 関与 が示 唆 された。LAK細 胞 中の各 々のPKCア
イソフォームの存在状態 をウエスタンブロッ トによって解析 す ると,PMA処 理 によ りPKC一 α,γ,ε,
θが消失 したが,PMA非 感受性 のPKC一 λ,ζ は全 く減少 しなか った。以 上 の結果 か ら,PMA処 理 に
よる細胞傷害活性,SE放 出の抑制 の原因 はPMA感 受性PKCア イ ソフォームのdownregulationで あ
ると考え られ,こ れ らのPKCア イソフォームがperforinを 介 す る細 胞傷 害活 性 の発現 に必要 であ る こ
とが示唆 され た。
次 にFas-FasLの 相互作 用を介す る細胞傷害活性 に対 す るPMA処 理 の影響 を調 べ た。F邸 を発 現 し
ないL5178Y細 胞 に対 す るLAK細 胞 の傷害活性 は,24時 間のPMA処 理 によって完 全 に消失 したが,L5
178Y細 胞 のマ ウスFas遺 伝子 トランスフェクタン トであるA1細 胞 に対す る傷害性 はPMA処 理 によっ
て阻害 されなか った。C57BL/6-perforiRノ ックア ウ トマウス由来LAK細 胞 のL5178Y細 胞 に嬉 す る
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傷害性 はほ とん ど見 られなか ったが,A1細 胞 には傷害性を示 し,そ れはPMAで24時 間処理 して も減 少
しなか ったρ,これ らの結果 より,Fas依 存 的な細胞傷害活性 の発現 にはPMA感 受性PKCア イ ソフ ォー
ムは必要で はない と考え られ る。
:LAK細 胞 の細 胞傷害 エ フェク ター分子の放出,お よびFas-FasLの 相互作用 とい う2っ の細胞 傷 害機
構 は,24時 間のPMA処 理 によ って区別 して考え られ ることが明 らかにな り,そ の差がPMA感 受性PKC
アイ ソフォームへ の依存性の違 いに基 づ くもので あることが示 唆 された。
第2章IL-4産 生能の マウス系統差 とその非MHC遺 伝子 支配
近年,Th細 胞 の中にはサイ、トカイ ン産生 パ ター ンが明 らか に異 な るTh1,Th2細 胞 とい う亜集 団 が
存在 す ることが発 見 され,そ れぞれの産生す るサ イ トカイ ンを通 じて,Th1細 胞 は細胞性免 疫を促 進 し,
Th2細 胞 は体 液性免疫 を活性化す ることが見出 されてい る。最近で は,生 体内の免疫機能 の恒常性 はTh
1型 免疫 とTh2型 免疫 の間のバ ランス(Th1/Th2バ ラ ンス)に よ って保 たれ るも の と考 え られ て い
る。C57BL/6マ ウス とBA:LB/cマ ウスにおいて見 られるよ うな免疫応答 の系統差 は,遺 伝 的なTh1
/Th2バ ランス調節 因子 の存在 を示唆 して いる。 この未知 の因子 の解明を 目的 と し,BALB/cマ ウス と
C57BL/6マ ウスのT細 胞 を抗CD3抗 体で刺激 した際 のサイ トカイ ン産生能 の比較 を行 った。
脾細胞 を抗CD3抗 体で刺激 した時の増殖能及 びIFN一 γ産生 量 にBALB/c,C57BL/6の 両 マ ウ ス
間で差 は見 られなか ったが,Th2型 免疫誘導 のキーサイ トカイ ンであ るIL4お よびIL-10の 産生 に関 し
て は,BALB/cマ ウスの脾細胞 の方 がC57BL/6マ ウスの脾細胞 よ りも多 く産生 した。BALB/c,C
57BL/6両 マウスのCD4+,CD8+T細 胞 だ けがIL-4産 生 能 を調 べた ところ,BALB/cマ ウ スの
CD4+T細 胞 だけがIL-4を 多 く産生 した。 したが って,BALB/cマ ウス,C57BL/6マ ウス間 のIL-
4産 生能 の差 は,CD4+T細 胞 の機能的差異 に起 因す るもの と考 え られ た。
BALB/cマ ウス とC57BL/6々 ウスのF1で あ るCBF1マ ウスのCD4+T細 胞 も,BALB/cマ ウ
ズ
スと同 レベルの高 いIL-4産 生能 を示 した。さ らに,CBFlxC57BL/6バ ッククロスマ ウス にお いて は
IL-4お よびIL-10産 生 の高 いグル』プと低 い グループに大別 され たが,そ の産 生 レベ ル は広 い範 囲 に分
布 して いた。 この ことは,lBALB/cマ ウスの もつIL-4お よびIL-10の 高産生能 は遺伝 的 に優 性 で あ り,
おそ らく複数 の遺 伝子 によって制御 されていることを示唆 している。 また,こ の制御 を行 って いる遺伝子
がMH:c遺 伝子 と連 関 してい るか どうかを調べ るため に,BALB/c(H.2d),c57BL/6(H-2b),c
へ
BF1(H-2b'd)マ ウスの他 にBALB(H-2b),B10.D2(H-2d)マ ウスのCD4+T細 胞 のIL-4産
生 能を検討 した。BALBマ ウスがIL-4を 多 く産生 した一方,B10.D2マ ウスのIL-4産 生 能 は非 常 に低
く,IL-4高 産生能 は非MHC遺 伝子 によ って制御 されてい ることが強 く示唆 された。
以上 よ り,BALB/cマ ウスにお い1てCD4+T細 胞 はIL-4,IL-10と い ったTh2型 サイ トカイ ンを高
レベルで産生 し,BALB/cマ ウスのTh2型 免疫応答を起 こ しやす い とい う遺 伝 的 な素 質 に重要 な関 わ
りを持 っ細胞 であ る可能性 が示唆 された。
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第3章 遺伝 的に支配 されたBALB/cマ ウスのTh2型 免疫へφ偏向性 とそれ に対す る1L-4産 生Vβ8.
2+CD4+CD62L-CD45RB椿T細 胞 の関与
前章 で述 べた ように,BALB/cマ ウスのCD4+T細 胞 はIL-4を 多 く産生 す る。 免 疫反 応初 期 のTh
2細 胞 への機能分化 に はIL-4が 必要 であ ると考 え られてお り,し たが って,BALB/cマ ウス のCD4+
T細 胞 は免疫反 応の初期 の段階で のIL-4産 生 によ り,BALB/cマ ウスのTh2型 免疫へ の偏向 に関 わ る
細胞 であ る可能性 が考 え られた。そ こで,こ のIL-4産 生細胞 にっいて詳細 な解析 を行 った。
FACStarを 用 いた細胞の分離 により,BALB/cマ ウスのIL-4産 生細胞 は主 にCD4+CD62L　 CD45
RB一 のメモ リータイプのT細 胞で ある ことが明 らかにな った。最 近,C57BL/6マ ウスのIL-4産 生細
胞 と してNK1.1+T細 胞(NKT細 胞)が 見出 されている。 このNKT細 胞 はIL-2Rβ+LFA-1冠9hTC
R山tで ある とされてお り,IL-2Rβ-FA-1厩9hTCR揃9hで あるCD4+CD62L-C45RB　 T細 胞 はこれ と
異 な ってい る。 さらに,CBF1マ ウスを用 いて解析を行 った と ころ,NKT細 胞 はNK1.1+TCRi弓tLy二6
C+IL-2Rβ+あ るのに対 し,CD4+CD62L-CD45R言T糸 田胞 はNK1.rTCR糟1.y-6C-IL-2Rβ 一で
あ った。 したが って,CD4+CD62L-CD45RB-T細 胞 はNKT細 胞 とは異 なる種 類 のIL-4産 生細 胞 で
ある ことが示唆 され た。,
その中で も,TCRVβ8.2+CD4+CD62L-CD45RB-T細 胞 はVβ8。2一 のT細 胞 よ り も高 いIL-4産
生 を示 した。C57BL/6マ ウスにもBALB/cマ ウス と同頻度 でVβ8.2+CD4+CD62L一CD45RB-T
細胞 が存在す るが,IL-4産 生 は低 く,CD4+CD62L-CD45RB-T細 胞の質的な違 いがBALB/c,C57
BL/6両 マ ウス間のIL-4産 生能 の差 の原因 と考え られた。 ジャー ム フ リーのBALB/cマ ウ スか ら得
たCD4+CD62L-CD45RB　 T細 胞 も高 いIL-4産 生 を示 し,BALB/cマ ウ スのIL-4高 産生 能 は感 染
な ど外部 か らの抗原 に関連 した もので はな く,BALB/cマ ウスの生体内環境 に起 因す る未知 の メカニ ズ
ムによ って成立 した ものであ ることが示 唆された。以上 より,CD4+CD62L-CD45RB-T細 胞 のIL-4
産生細胞 への機能分化 がBALB/cマ ウスで起 ζり,C57B:L/6マ ウスで起 こ らない ことが,生 体 内Th
1/Th2バ ラ ンスの系統差 とな って現 れている可能性が考え られ る。
第4章 抗原特異 的Th1,Th2細 胞の移入 による生体内Th1/Th2バ ランスの制御
Th1主 導 の免疫応答 は数 々の炎症性 自己免疫疾 患 に,Th2は ア トピー性疾患 の発症 に関与 す る こ とか
ら,生 体 内Th1/Th2バ ランスの破綻が免疫病発症 の原因であ るとす る考 え方 が提 唱さ'れている。 マ ウ
スの免疫病発症 には遺伝 的に決定 されている素質が密接 に関連す る もの と考え られ,ヒ トにお いて も同様
の免疫学的 な体質 の差 は存在す る もの と想像 され る。生体 内のTh1/Th2バ ランスを外部 か ら手 を加 え
る ことによ って調節 で きるな らば,免 疫疾患 の治療 に大変有用で ある。そ こで,生 体 内Th1/Th2バ ラ
ンス操作 の試 み として,抗 原特異 的なTh1,Th2細 胞の移入 に よる免疫バ ランスの変動 にっ いて検 討 し
た。
抗原特異 的なTh1,Th2細 胞 は,ovalbumin(OVA)特 異的なTcellreceptorト ランス ジェニ ック
マウスの脾細胞 を,Th1の 場合 はIL-12と 抗IL-4抗 体,Th2の 場合 はIL-4と 抗IL-12抗 体 の存在 下 で
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抗原(OVA323.33gペ プチ ド)と 共 に培養iすることに よって得 た。 この Φh1,Th2細 胞 は,OVA323.33、 の
再刺激 に対 してTh1は 高いIFN一 γ産生 を示 したが,IL-4を 全 く産生せず,逆 にTh2は い く らかのIF
N一γ産生 を伴 うが,高 いIL-4産 生 を示 した。
あ らか じめ2×107個 のTh1細 胞を移入 しておいたBALB/cマ ウスで は抗原(OVA323-33gペ プチ ド)
の足蹟投与 に対 して明 らかなDTH反 応 が起 こってお り,そ れ はわずか な腫脹 が認 め られ ただ けのTh2
移入群 よ りもか な り強 い ものであ った。Th1細 胞移入マ ウスにおいてのみ,DTH反 応の際の血清中IFN一
γ量 の上 昇が観察 され た。 また,こ のDTH反 応 は抗原特異 的なTh1細 胞 に依存 的 な もので あ る ことが
確認 され た。
DTH反 応後 のマ ウス脾及 び膝窩 リンパ節細胞 をOVA323.33gペ プチ ドで刺激 した際 のサ イ トカ イ ン産生
能 を調 べた ところ,Th1細 胞 を移入 したマウスの細胞 は大量 のIFN一 γを特異 的 に産生 し,Th2を 移入
したマ ウスの細 胞 はIL-4を 産生 した。BALB/cマ ウスはTh2型 の免疫応答 に偏 りやす いマ ウスで あ る
が,Th1細 胞の移 入 によ って抗原 に対 してIFN一 γを産生 し,Th1型 の免疫応答であ るDTH反 応 を発現
す るよ うにな った。 さらにTh1細 胞 を移入 してか ら3ケ 月後 のマ ウスか ら得 られた脾 細胞 は,依 然 と し
てIFN一 γを特異的 に産生す ることが明 らかにな り,一 旦Th1細 胞 を移入 す る と,そ の後脾 細胞 は長 期
間 にわた ってTh1型 のサ イ トカイン産生 を行 うことが示 唆 された。 この結果 は,細 胞移 入 が生体 内Th
1/Th2バ ランスの偏 向に有効 な手段であ ることを示唆 して いる。
本研究 によ り,以 下 の点が明 らか にな った。(i)細 胞障害活性 の中で もperforinを 介す るメカニ ズム
はPMA感 受性PKCア イ ソフォームに依存 的であるのに対 し,Fas-FasLを 介す るメカ ニズ ムは非依 存
的で ある。(--)BALB/cマ ウスのIL-4高 産生能 は遺伝的な因子 によ って制御 されて お り,IL-4産 生
細胞 と してCD4+CD62L　 CD45RB-T細 胞が存在 す る。(皿)抗 原特異 的なTh1細 胞の移 入 によ りBA
LB/cマ ウスをTh1型 の免疫状態にす ることが可能であ る。
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審 査 結 果 の 要 旨
CD4+ヘ ルパ ーT細 胞 は細胞性免疫 を促進 す るTh1細 胞 と体液性免疫 を活性 化す るTh2細 胞 に分類
されてお り,Th1型 免疫 とTh2型 免疫 の間のバ ランス(Th1/Th2バ ランス)の 破 綻 が免疫 病発 症 の
原 因であ るとす る考え方が提 唱 されている。 マウス,あ るいは ヒ トにお いて も,Th1/Th2バ ランスの
偏 向を決 定す る遺伝 的な素質 が存在す る ものと考え られている。 しか し,生 体 内でのTh1,Th2細 胞 の
機 能発現 メカニ ズムお よび機能分化 を決定づ ける因子 に関 しては,未 だ不 明な点 が多 い。 これ らの点 に関
し,本 研究 は細胞性免疫 エ フェクター細胞 による細胞 障害機構 お よびBALB/cマ ウスのTh2型 免疫
へ の偏 向の原因 にっいて解析 した。 さ らに,Th1,Th2細 胞 の移入 による生 体 内Th1/Th2バ ラ ンス
の体外 か らの操作 を試 みた。
まず,phorbolesterで 長時間処理す ることによ って誘 導 され るproteinkinaseC(PKC)のdown
regulationを 利用 して,LAK細 胞の細胞障害作用発現におけるphorbolesterの 感受 性PKCア イソフォー
ムの関与 について解析 した。LAK細 胞 は細胞障害 エフェクター分子 の放 出,お よびFas-Fasligandの
相互作用 の2っ のメカニズムによ って標的細胞 を破壊 するが,前 者がphorbolester感 受 性PKCア イ ソ
フ ォームに依存的で あるのに対 し,後 者 は非依存的で あることを明 らかに した。
次 に,免 疫応答 にお けるマウス系統差に着 目し,遺 伝的なTh1/Th2バ ランスの調節因子を追求 した。
その結果,非MHC遺 伝子 によ って制御 され るBALB/cマ ウスのII」一4高 産生能 を明 らか に し,こ の形
質が遺伝的 なBALB/cマ ウスのTh2型 免疫 への偏 向に関 わる可能性 を示唆 した。 さ らにBALB/cマ
ウスのIL-4産 生細胞 が,NKT細 胞 とは異 なるCD4+CD62L-Cd45RB-T細 胞 である ことを明 らか に
し,IL-4産 生 能を有 す る細胞 への機能分化がBALB/cマ ウスで は起 こ り,C57BL/6マ ウスで は起 こ
らない ことが,生 体 内Th1/Th2バ ラ ンスの系統差 となって現 れてい る可能性 を示唆 した。
次 に,Th2型 の免疫応答 に偏 りやすいBALB/cマ ウスにinvitroで 誘導 したTh1細 胞 を移入 し,B
ALB/cマ ウスがIFN一 γ産生,お よびDTH反 応発現 というTh1型 の免疫応答 を起 こす よ うにな るこ と
を明 らか に した。 さらに,Th1細 胞 を移入 してか ら3ケ 月後で もTh1型 の免疫状態が持続 して い るこ と
を示 し,細 胞移入 が生体 内Th1/Th2バ ランスの外部か らの制御 に有用 な手段 にな ることを示 唆 した。
本研 究 によ り,細 胞性免疫 の2っ の細胞障害 メカニズムの間 にはPKCア イソフォームに対 す る依 存性
に差 があ ることを明 らかに し,ま た,IL4産 生能 の差 がTh1/Th2バ ランスの遺 伝 的 な調 節 因子 にな
ることを示 した。 さらに,細 胞移入 によ りTh1/Th2バ ランスを制御 し,Th1/Th2バ ラ ンス不均 衡
に由来 す る免疫疾患 の治療 の可能性 を示 した。
よ って,本 論文 は博士(薬 学)の 学位論文 として合格 と認め る。
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